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Theanteriorsilkglands（ASG）ｏｆｔｈｅｓｉｌｋｗｏｒｒｎ，BolnDJ/ｘｍｏｎ，
undergoprogramrnedcelldeath（PＣＤ）duringpupationThePCDis
inducedby20-hydroxyecdysone（20E)invitro・Theglandsfirstexhibit
theirresponsivenessto20Einlateday5throughearlyday6ofthefifth
instar・Theglandsbeforeday5didnotrespｏｎｄｔｏ２０Ｅ・Timedappncation
ofJHanalogue（JHA）tothelastinstarlarvaeshowedthatthedeath
colnmitmentmightoccurｂｅｔｗｅｅｎｄａｙ４ａｎｄＳ、Ｔｈｉｓｔｉｍｉｎｇｉｓｏｎｅｄａｙ
ｂｅｆｏｒｅｔｈｅａｃquisitionof20Eresponslveness・Surprisingly，the
conditionedmediurnobtainedbyculturingday5ASGsinhibitthePCＤｏｆ
ｄａｙ７ＡＳＧ，ｓｔｈａｔａｒｅｃｏｍｐｅｔｅｎｔｔｏｒｅｓｐｏｎｄｔｏ２０ＥｉｎｖｆｔｒＤ・Thisresult
suggestthatthereisaPCDinhibitingfactor(s)intheconditionedmedium
Wenarnedthisfactor“20E-inducedprogralnrnedcelldeathinhibitory
factor,，(EPIF).TheEPIFmayaccountfortheonedaydifferencebetween
thedayofcomlnitrnentandthedayofacquisitionof20Eresponsiveness・
Silkworrnhemolymphcontainsprotein，caned‘Ｓ０ｋｐｒｏｔｅｉｎ，，which
possessesapoptosisinhibitingactivity・IwindiscusstheroleofEPIFin
conjunctionwithSOkproteinandshowthattheEPIFisnottheSOk
protein．
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個体を形成している個々の細胞は、神経細胞などの例外はあるものの基本的
に生と死を繰り返し、常に新しい細胞に置き換わりながら個体の生を維持して
いく。細胞に訪れる死は大別して２つに分けられる。一つは傷害による予期せ
ぬ死、そしてもう一つはなんらかのシグナルによる自律的な死である。自律的
な死にも種類があり、(1)ガン化やウイルス感染により個体の生を脅かす存在に
なった場合の生体防御的な死、(2)血液細胞や上皮細胞における正常な入れ替わ
りのための生体制御的な死、そして(3)変態や器官形成における形態形成的な死
である。また、薬品や熱、紫外線などの非生理的な刺激も死をもたらす。これ
らの自発的な細胞死は予定細胞死と呼ばれ、これまでに様々な研究がなされて
きた。しかしこれまでの研究は病理研究の色が濃く、(1)(2)についての研究が
中心であった。また(3)に関しても、(1)(2)とのフィードバックを視野にいれた、
細胞死開始後の細胞内シグナル伝達系の解析が中心であった。そのため現在ま
で(3)の細胞死が誘導されるまでの準備プロセスについてはほとんど研究がなさ
れていなかった。
昆虫の脱皮・変態はエクジソンの活性型であるz0-hydroxyecdysone(20E）
と幼弱ホルモン（ＪＨ)によってコントロールされており、２０Ｅの脱皮・変態誘
導刺激に対してＪＨが協調して働くと幼虫脱皮を起こし、終齢脱皮後にＪＨ非
存在下でのエクジソン刺激を受けることで各組織は蛎へのコミットメントを受
け、鋪変態を起こす。蛎コミットメントは不可逆的な運命決定であり、２０Ｅに
よってもたらされる。しかしその初期段階ではＪＨにより抑制を受ける
(Riddiford,１９８５)。
これまで表皮や翅成虫原器といった組織ではホルモンコントロールによる鋪
コミットメントのタイミングについて解明が進んでいるが、予定細胞死がおき
る組織での死のコミットメントについての研究は全く進んでいない。これは死
にゆく組織の組織単位での細胞死の生理学的、発生学的な解析は困難であるこ
とが多いためである。しかしカイコガの前部絹糸腺は単層の細胞層よりなる単
純なダクト構造であり、一つ一つの細胞も大きく、組織としての大きさも直径
約200〃、、全長約４０ｍｍと扱いやすい大きさである。前部絹糸腺は体内２０Ｅ
濃度の上昇により、前蛎期のＳ曰から４曰の間にかけて予定細胞死を起こし、
細胞及び核の劇的な崩壊によって蛸体内から消失する(Terashima,2000)。
完全変態昆虫の細胞組織は、脱皮ホルモン、エクジソンの活性型であるz0-
hydroxyecdysone（20E)によって蝋変態時における運命が決定される。蝿変
態に先だって決定される運命は４つのカテゴリに分けられる。（１）翅成虫原
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器のように成虫器官へと分化を行うもの(Oberlander，１９ｓ5)、（２）表皮細胞
のように変態後も発現する遺伝子のセットが替わるだけで細胞自身は生存を続
けるもの(Riddiford，１９８５)、（３）中腸のように幼虫時には幹細胞として存在
し、変態時に幼虫特異的細胞と置き換わるもの(ＵｗｏＭＦ・etaL,2002)、（４）
幼虫特異的組織であり変態後ほどなくして予定細胞死により速やかに崩壊、除
去されるもの。細胞死を起こす組織としては、唾液腺(LeeandBaehrecke，
2001)、運動神経(Truman,１９ｓ3)、節問筋(Schwartz,１９９２)、前胸腺(Daiand
Gilbert,１９９７)そして絹糸腺(Chinzei,1975:Terashimaeta1.,2000)等がある。
蛸変態に先立ってそれぞれの組織は変態の運命決定を受ける。運命決定は
20Ｅによってもたらされるが、この時ＪＨが存在することで決定が抑えられる
(Riddiford，１９ｓ5)。カイコガの翅成虫原器は終齢である５齢の初曰に２０Ｅに
よって蝋コミットメントを受ける(○baraetaL,2002;KoyamaetaI.,2004)。
タバコスズメガManducasextaの表皮はワンダリング行動の直前に体液中に
ＪＨが存在しない問に２０Ｅに応答して蝿コミットメントをうける(Riddiford，
1978)。これらの組織はコミットメントの初期段階であればｉｎｖｉｔｒｏにおいて
もｉｎｖｉｖｏにおいてもＪＨによりコミットメントが抑えられる(Riddiford,１９８５；
KoyamaetaL,2004)。
前蛎期の前部絹糸腺はinvitroで２０Ｅ刺激によって予定細胞死を示すが、５
齢初期の前部絹糸腺は２０Ｅに応答しない(Terashima，2000)。この事は幼虫が
ガットパージを起こして前蛎期に移行する以前に、前部絹糸腺は死のコミット
メントを受けている事を示す。そこでまず２０Ｅ応答能の獲得に至るタイミング
の詳細と、それに対するＪＨの抑制的影響について調べた。その結果、２０Ｅ応
答能は５齢Ｓ曰暗期から６日明期の終わりにかけて獲得される事が判った。ま
た、表皮などの例とは異なり、２０Ｅ応答能獲得時にはＪＨ感受性を喪失してい
た。そこで時期を遡って検証したところ、３曰にＪＨを与えた場合には６日の
時点での２０Ｅ応答能が完全に抑えられ、４曰にＪＨを与えた場合には２０Ｅに
応答して細胞収縮と核凝集のみを示した。そして５齢幼虫での結果を評価する
ために４齢でのアラタ体除去による早熟蝿の系を用いて検証を行った。この系
を用いることで内在`性ＪＨの影響を受けずに検証を行うことができる。そして
５齢での実験結果を支持する結果を得た。これにより、カイコガ前部絹糸腺の
20Ｅ誘導性の予定細胞死に二つのステップが存在することが明らかになった。
一つは細胞収縮と核の凝集のみを起こす段階で、５齢３日から４日にかけての
問にコミットメントを受けると考えられる。次の段階では完全な細胞死のコミ
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ツトメントを受け、核、細胞、ＤＮＡの断片化を起こし細胞死を完了する能力
が付与される。これは４日から５曰にかけての問に死のコミットメントは完了
すると考えられる。これらの段階を経た後に、前蛎期での体内２０Ｅ濃度上昇に
よって発生上の予定細胞死が実行されると考えられる。
個々の細胞内では死の実行タンパクであるcaspaseファミリーを始めとす
る細胞死の実行シグナルと、Bcl-2ファミリーを始めとする細胞死に抑制的な
シグナルが複雑に絡みあって細胞の生と死を精絨に調節している。ＦＡＳなどの
デスシグナルやＵＶ、酸化ストレスなど細胞死を誘導する刺激は数多く存在す
るが､それらデスインデユーサーによるシグナルはcaspase-Sを活性化するか、
ミトコンドリアを経由してcaspase-gを活』性化する系のどちらかに統合され、
最終的にcaspase-3をはじめとする細胞死実行因子を活性化することで細胞死
が起こる。これらのシグナル経路の各所に調節機構がある。ミトコンドリアの
膜透過性を制御し、シトクロムＣやＳｍａｃ/DIABLDなどの細胞質への流出を
調節するBcl-2ファミリータンパク(ThUjimoto,２００３)、caspase-3,-7,-9を
阻害するIＡＰ(Liston,ｅｔａＬ，2003)、ミトコンＦリアからのシトクロムＣの流
出を促すＢａｄの抑制、Bcl-2やIＡＰを活性化する転写因子ＮＦｈ－Ｂを活性化
といった機能を持つＡｋｔ(Kennedyeta1.,1999;Khwajya,１９９９)などが知ら
れている。これら細胞内シグナルに対して、細胞外からの細胞死抑制シグナル
はあまり知られていない。神経細胞におけるＮＧＦなどの成長因子や他の栄養
因子など、細胞生存に必須な物質の関与が知られているのみである。：
様々な成長因子を含むＦＢＳを細胞培養液に加えるのは培養細胞を健全に保
つために一般的な手法だが、近年カイコガの体液も培養昆虫細胞に対してＦＢＳ
と同様の細胞生存促進作用を持つ事が明らかになった(Sung,ｅｔａＬ，１９９６)。そ
の後カイコガの体液が昆虫細胞でのバキュロウイルスによる細胞死に対する抑
制活性を持つという報告がなされ(Won，ｅｔａＬ，2000)、カイコガ体液中の主要
タンパクである３０ｋタンパク（Eum2001)がその主要因子である事が明らか
になった｡また､30ｋタンパクはヒトHela細胞の細胞死も抑制した(Shin,etaL，
2002)。
カイコガ前部絹糸腺における死のコミットメントがなされる時期と２０Ｅ感受
性の獲得時期との間に２４時間のずれがあると上記したが、この時間的差異を
もたらしていると考えられる物質についての研究を行った。前部絹糸腺は５齢
摂食期を通じてこの物質を分泌する能力を持ち、細胞死を抑制する。そして前
蛎期への移行に先立って分泌活性を失い、２０Ｅに応答して細胞死を起こす。私
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はこの物質を２０Ｅ誘導'性予定細胞死抑制因子（20E-dependentprogrammed
celldeathinhibitoⅣfactor：EPIF）と名付けた。５齢摂食期の絹糸腺を培養
した後の培養液はEPIＦ活性を持ち、このコンディションドメディウムを用い
て実験した。ＥPIFは６０℃５分の熱処理で失活するが、ある程度の熱耐性を持
つため、室温での実験が可能である。また、ＳＯｋＤを境とした限外濾過により
濾液側にEPIＦ活性分画が存在したため、これ以下の分子量であることが明ら
かになった。カイコガ体液中の主要タンパクである３０ｋタンパクをＥＰＩＦの候
補として検証を行ったが、EPIＦ活性を持たない前蛎期の絹糸腺から作成した
コンディションドメデイウム中にも検出されるなどの結果から､３０ｋタンパク
がＥＰＩＦの実体である可能性は低いと考える。
自らの組織内で細胞死を抑制する分泌因子は他に例を見ず、今後更なる解析
が待たれる。
学位論文審査結果の要旨
動物の発生は、形態形成と細胞死の同時進行により進んでいく。昆虫の発生において、幼虫特異的組織は
蛎化とともに予定細胞死により崩壊・除去される。本論文提出者は、昆虫ステロイドホルモンである20-ヒ
ドロキシエクジソン（20E）による絹糸腺の予定細胞死を研究対象とし、死のコミットメントの研究を行っ
た。終令（５令）６日（摂食期終了直後）の幼虫特異的組織である前部絹糸腺を２０Ｅとともに培養すると、
5-6曰後に細胞死が完了する。しかし､５曰の前部絹糸腺は２０Ｅ応答能を示さない。このような背景の基に、
申請者は４令のアラタ体除去による早熟蝿化過程での死のコミットメントの時期とその誘導要因の解析を
行い、クリアーカットな結果を得た。この結果を基に､５令幼虫期におけるコミットメントのタイミングを
検討し、死のコミットメントは２段階でおきるものとした。すなわち、５令４曰で細胞は２０Ｅに応答して
細胞膜のブレッビングを起こすようにコミットされ、５曰には残余の細胞死の全過程を実行がコミットされ
る。しかし、２０Ｅ応答能そのものは５曰から６曰にかけて獲得するに至る。一方、コミットされた絹糸腺
が何故２０Ｅに応答しないのかの研究過程で、５令５日の絹糸腺は細胞死抑制因子を培養中に分泌しており、
これがコミットされた絹糸腺でも培養系で２０Ｅ応答性を示さない原因の－であることを示した。この因子
はタンパク性のものであるがその同定は進行中である。以上の結果は、細胞死のコミットメントのタイミン
グとホルモン支配の研究に先鞭を付けるものであり、審査員一同は、本論文は学位（理学）を授与するに足
るものと判断した。
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